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緒 言
最近,生 体内において,ハ イ ドロキシ酸が脂肪酸の不飽和化の過程,あ るいはβ酸化の過程で,
中間体 として存在す ることが知 られ,ま た脳に澄けるα酸化,あ るいは ω酸化の際に も生成す る
ことが報告 され るなど,そ の生物学的意義が:重要視 されているが,天 然に存在 するハイ ドロキシ
酸の意義 または代 謝に関 しては未 だ不明の点が多い。 また,古 来 下剤 として重要 な医薬品である
ヒマシ油は投与後加水分解を うけ,遊 離 す るricinoユeic(二12-hydroxy・oc七adθc
-ci8-9一θnQic)aciこ(RA)の塩が腸管壁を刺激 して,下 剤 としての作用を発揮す るが,
そ の後の消長は 明 らかではない。斯 くの如 き点を考慮 しつつ,自 然界の代表的な長鎖のハイ ドロ
キシ酸で あるRAの 代謝様式について比較 生化学の立場か ら,主 と して微生物 を用い て検討 をね
こない,こ の酸が極めて特殊 な代謝過程を示ナ知見を得たので,そ の過程の微生物種特異性,基
質特異性等 について更に検討 を加えた。
実 験 お よ び 考 察
は じめに,基 質 としてo.5%RAを 含有ずる2%肉 エキス中で,好 気的にE.coユiK:一12
(あるいは未同定球菌)を 培養 し・一定時間後・遠心操作に より菌体 と梓養液を分離 した。菌体
は直接加水分解法に より購成脂肪酸を分離,培 養液は,液 性を酸性 に修正後工 一テル抽出を澄こ
ない,共 にジァ ゾメ タンにてメチルエステル とし,Diethyleneglycol8ucci且a七e
POエァes七erを固定相 とした ガスクロマ トグ ラフイーに よ%}析 した。そP結 果・培 養液 中に
は基 質として添加 した尽Aの 他に,そ の代謝産物 と思われる三種類 の物質(RAのrθ 七θh七ioロ
七imeに 近い順 に,1,E,皿 と仮称す る)が 検出 された。 菌体 よりの抽出物中には,通 常の
菌体 講成脂肪酸 の他 にRA、1,皿,皿 の存在が認め られたが,絶 対量が遙 かに少 ないので以後
は培養液を対象に検討をおこなつた。各成分の経時的変化を観察す ると,RAは56～40時 間
で消失 し,1は →時薯積す るが後に減少 し,∬ お よび皿は共 に経時的 に著積 してほぼ一定値 に達
す る。 これ らの混合物について,パ ラジウム触媒 に よる接触還元,あ るいは無水酢酸一 ピリジン
'によるアセチ ル化を おこな うと
,ガ スクロマ`トグ ラム上 に齢けるこれ らのre七en七ion七i皿 θ
・_はいずれ'も規則的に短縮 し,1,豆,皿 はRAと 同様 に,=二重結合 む よび水酸基 を有す ることが
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予想 された。炭素数 とrθ七θhtiOnti皿6と の関係 を片対数方眼紙上 で吟味 し,1は10_
hアd.roxアhθxad.θc-cis-7顔θnoicacid,∬ 蔭ま8-hアd.roxy'七由tradec-cie
-5-eロoica¢id ,1Eは6-hy・αrOxydOdec-ci8-3一θ豆oiCaciαであると推
定 した。次いで,珪 酸 カラムクロ マトグ ラフイー,逆 相 カラムク ロマトグ ラフイ.一,シリカゲル
薄層 クロマ トグ ラフィ 等ー を応 用 し,Hと 皿の単離 に成功 した。斯 くして得たHをvonRu-
dユOff法に より二重結合部位 で切断 した ところ,hγ 己rOXγnonanoicaciaと9ユar
taricaciaを 生 じ,前 者を;過マンガン酸 カリウムで酸化 し,heptaロoiCacidを得た。
この化学的分解 の実験結果,元 素分析値,赤 外吸収 スペ ク トル,旋 光慶等を総合 して,Hは8-
D一佃 一hy'droxy幽七etra・αec-ciB-5-enQicacidで あることを確認 した。皿に:
ついて も同様の検討を加 え,こ れが6-D一 ㈲ 一hyこroxy:aodeO-ci6-5」enoic
aciaで あることを確認 した。
E.coユiに よるRAの 代謝 は皿ま'でで,そ の先の分解は進行 し難 い。 この特異的 な分解反応
.の 普遍性を調べ る目的 で,約20種 の微 生物 につ いて同一 条件下 で検討 をお こなつた結果,上 記
の反応は,あ る種の未同定球菌お よび大腸菌 にみ られ るのみで,大 部分の菌にはRA代 謝能は認
められなかつた。その間に あつ て,Canaidaは 工,H,皿 の他,4-hアdroxア 己θeano-
ica'ciα(γ一 ユac七〇he体 として検出.,耳),2-hy'droxyoctanoicacid(V)
を副時的に著積 しなが ら,RAを 完全に代謝分解 することが判明 し,】▽,Vを 単離同定 した。
E.coユi,Gandi肱v、 ずれの場合 も,9ユuco8e等の炭素源を十分に与え ると,RAの 分
解 はみ られず,従 つてRAは エネルギー源 と して,β酸化機 購で分解を うける ことは明 らかで あ
るo、
さて,動 物組織ではRAの 分解は速かで,中 間体は検 出 されないが,そ れとG旦ロαidaと
E.coユiと の間にみ られる差異の原因 を解明す る目的 で,脂 肪酸代謝の第 一段階で ある七hi-
oki血a8θ活性に?き,RAそ の他のハ イ ドロキシ酸 お よびoleicacidを 基質 として,
比較検討を加えた。その結果9動 物組織,Gaロ 己iaa,E。coliの七hiokina6e活性には 、
明瞭 な差異が認 め られた。
従来,脂 胞酸 の酸化分解過程においては,最 終産物以外の中間体はGoen.zy皿eAエ ス テ ル
として触媒:量存在す るのみで,単 離 は不可能 とされ て澄 鱈E.coユiに 対 して,RAの 代 りに
01eiCacidを 一与えだ場合 には,代 謝途上の物質は検 出 されない。故 に,E。co■iに 鈴い
て,分 解が皿で停止 す るのは,6位 の水酸基 に起因ず るものと解 され るが,同 時に存在ず る二重
結合の影 響の有無を,RA,皿 お よびそれ らの還 元体を基質(濃 度0.02%)と して比較 した。
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その結果,徳 にHか ら皿への過程で,cie二 重結合が代謝に障害 とな ることが判明 したが,皿
と同様に,皿 の還元体である。6-hγaroxγdoaeCanoi。aciα より先への分解 も亦進
行 し難 く,ci8二 重結合 よりも水酸基が強い影響を一与えてい ることが,E.coユiK-12
のgrowingce■ 泌 よびre8tingceユ ユ で確認 された。 また,=二重結合を 七ra且8化
した場合 には,tran8体 がci8体 よりも更に強い障害 となることが判明 した。
次に,皿 のこ重結合は βγ位 で あり,一 般 にβ酸化の際 には αβ二重結合が生成する ことを考
慮 して,RAの カルボキシル末端に メチ.レン基1個 を導入 したhomOriciロoユeiCacid
(HR)を合成 し,G2-6P■it七ingの 進 行に よ診αβ二重結合を生 じる条件 とす ると共に,
奇数位 となる水酸基の影響 につ いて検討を加えた。 且RもE.coユiに より代謝分解 を うけ,ガ




ユactone』体 と して検出,D)で あることを確認 した。 その経時的変化 を調べ ると,ERは 速
かに消失 し,Aも 一時蓄積す るが,ま もな く消失す る。培養の初期 にはBとGが 急速 に著積ずる
が,Bは やがて減少をは じめる。それに伴 ない,主 代謝産物Gの 著積は次第 に一定 とな り,α β
二重 結合を有寸 る∬ もあ る程度蓄積す るが,そ の先の分解は進行 し難い。
Dの 炭素数は11で 水酸基は5位 に あり,皿 の炭素数は12で 水酸基は6位 にあつ て,水 酸基
とカルボキ シル基 との相対的位置関係 に多少の融通性が認め られ,E.qoユiの ハイ ドロキシ酸
代謝を停止 させる他の因子 が関与 してい る可能性が考え られたの で,水 酸基の位置の異 なる基質
を用い て検討を澄 こない,全 体 の炭素数が重要な因子 として作用 している ことを示す知見を得た。
ナ なわ ち,9-hyd.roxy℃c惚decanoicacid(9-OHSA)と10-hy'αroxyo-
c七aこeCanoicacid(10-OHSA)の 混合物を添加す ると,い ずれ も分解 を うけ るが,
まず,10-OHSAは2回(ρC2-spユit七ingに より,8-hydroxyhexaaecaユoic
acid・を経 て6-hア こrQ.xyte七radθCanoicaciこを生 じ.る。 この ものは6位 に水酸基
を有す るに も拘 らず,更 に4-hアdrOXy40dθCanoiCacid(γ 一 ユac七〇ne体 として
検 出)ま で分解 され る。一方,9-OHSAは7-hydroxアhexad.ecanoi6acidを 経
て5-h7droxy・tetrad:.ec'ahoicacid.を生 じるoこれは δ一1ac七〇nθ 体 として検
出 され,混 合物 の経時変化を調べ た際 には,一 時蓄積 した後減 少を示 したが,そ の消長を明確に
す る目的 で,.δ一 七e七radecandlac七〇且eを 化学的に合成 して調べた結果,比 較的容易に
一{6脚
分解 を うけ 消 失 す る こ と が 判 明 した 。 こ れ がG2-spユit七iagを うけ る と,3-hy吐rO-
xy・d.odθcanoiCaci己 を 生 じ る こ と に な る が,経 時 変 化 を 観 察 し た ど の 時 期 に お い て も,
この β 一 ハ イ ドロキ シ酸 は 検 出 さ れ ず,そ の ま ま β 酸 化 系 に 入 り代 謝 分 解 を うけ る もの と 解 釈 さ
れ る。
そ の 他,5-hydroxアnonanoiCacidは 幾 分 代 謝 さ れ に くい が,5-hア αroxア 七e一
も
ユ
tradecanOicacidは 極 め て容 易 に分 解 を うけ る。 γ一DecanQ■actonθ お・よび γ 一
unOecanoユac七 〇nθ は 代 謝 さ れ ず,従 つ て4-hy'aτoxアaoこ θcan◎i。aciaやDも
一見 ユ.ac七〇ne環 形 成 の た め に 分 解 を うけ な くな る と の 印 象 を 与 え るが,IHは ユaC七〇nθ 形
成 の 一 段 階 前 で 分 解 が 停 止 し,ま た,δ 一tθtradeCanQlaC七 〇nθ は 代 謝 され る事 実 よ り,
laG七〇ne環 形 成 が 分 解 停 止 の 本 質 的 な 因 子 とは 考 え ら れ な い 。
総 括 お よ び 結 論
未 だ不明 の点の多いハ イ ドロキシ酸 の代謝経路 を明 らかにずる目的 で,RAの 微生物に よる分
解過程を検討 した結果,多 くの微生物はその代謝能を示 さないが,あ る種の未 同定球 菌む よび大
腸紅 を瓢 までの分解が認幽 れ,培 養液 中に隣 よび皿が蓄積す ること,ま たG・・di面 は
1～Vの ハ イ ドロキシ中間体を一時的に蓄積 しながら,遂 には完 全に分解す ることが判明 した。
次に,大 腸 菌によるハ イ ドロキ シ酸の代謝分解 が途中で停止 する基質 構造上 の原因を,RAの
還元体,HR,9-OHSA,10-OHSA等 を用いて追求 した。 その結果 を総合 して,大 腸 菌に
齢いて認 め られ るこの特異的 な分解停止の現象は 金体の炭素 数が12,11あ るいは10で,水
酸基が カルボキシル末端 より数 えて4,5,6位 のいずれかの位置 に達 した と きに発現す るとの
結論に達 した。
な澄,直 鎖脂肪酸の酸化分解 の際には全 く影響 を現 わさないと考 え られてい るc始 二重結合
が,RA(あ るいはHR)の よ うな配置 でハイ ドロキシ酸中に存在する場合 には,大 腸菌に よる
代謝 に影響 を一与え ること,ま た 七ran8異性体は更は強い代謝抵抗を示すことを明 らかにした。
また,ani皿aユlivθr,Ganαiaa,E、rcoユiよ抄調製 した酵素標品を用いて,各 種ハ
イドロキシ酸 謝 よびOユeicaciaに 対 す るthiOkina80活性を測定 し,三 者間に明瞭な
差異を認 めた。
'
RA.HRそ の能 のハイ ドロキシ酸を大腸菌に与えて生成す る代謝中間体は,ほ と夕 ど全て文
献未記載のハ イ ドロキシ酸であ り,各 種の クロマ トグラフィーを応用 して単離 同定を診こない・
その中の数 種については誘導体製造等 の検討 を併 せてかこなった。
一般 にハ イ ドロキシ酸の化学的合成は複雑 であるので,こ れ らのハ イ ドロキシ酸を必要 ζナる
場合には,大 腸菌 あるいはGandidaを利用す る方法は十分応用価値が ある もの と思われ る。.
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審 査 結 果 の 要 旨
本論 文研究は,生 物学的 に重要 な意 義を有 してい るに も拘 らず,不 詳 の個所 の多いハ イ ドロキ
望酸の代謝経路を明 らか にずう 目的 で行われた ものである。基質 としてricino坤iCacidひ
(RA)その他のハイ ドロキシ酸を用 い,比 較生化学的見地 より,主 として微 生物 に よる代謝様式
につい て検 討 した結果,次 の如 き知見を得 てい る。
1)テ ス トした約20種 の微 生物 はRAの 代謝能 に よφ,三 群に分類 され る。ナな わち,多 く




蓄 積 しなが ら,遂 には分解を完了する。一 方,大 腸 菌に より代表 され る群は,皿 より先への分解
は行 ない難 く,皿 と皿の蓄積をみ る。
2)RAの 還元体診 よび トランス異性休 との比較 により,皿 か ら班への過程 で,シ ス ニ重結合
の存在 が大腸 菌に よる代謝速慶に影響を与 え るが,=:重結合の有無 に拘 らず炭素数12よ り先へ
の分解は進行 し難い こと,ま だ トランス異性体は更 に強い代謝抵抗を示す ことを確認 した。
5)次 いで,hoπ10ricinoユθicacid,10-hアdroxアstearicacid,9-
hy・dr。XystθariCacidその他各 種のβ一ハ イドロキシ酸,、γ一 ラク トン,δ 一ラク ト
ン等を基質 として検討を重わ・大腸菌に よるハ イ ドロキシ酸¢!代謝 分解 が途中で停止す る特異的
な現象は 全体の炭素数 が12,11'あ るい は10で,し かも水酸基 がカルボキシル末端 より4,5,
6位のいずれかの位置に達.した ときに発現ナ るとの結論を得た。
4)従 来,分 解途上 の脂肪酸代謝中間体はGoθnzアmeAレ ベルでのみ存在ナ るとされ 葱い
たカ1・RAその他のハイ ドロキシ酸をGanこid・aあるいは大腸 菌に与え て得 られ る中聞体は大
量に蓄積す る。 これ らは,大 部分文献未記載 の物質 であるので,各 種のクロマ トグ ラクイーを応
用 してそれ らの単離 同定を行ない,そ の中の代表的 な物質 につい ては,旋 光度の測定,誘 導体 の
製璋等 を併 せて行なつ てい る。 これ らのノ「イ ドロキシ酸 を必要 とす る場合 には化学的合成法は極
め て困難 で あるので,微 生物 を利用 する.ヲ法が十 分応用価値 のある方法 と思われ る。.
5)ま た,モ ルモ ツト肝,Gandiaa,大 腸菌 より各 々脂肪酸活性化酵素の標品を調製 し,各
種 ハイ ドロキシ酸を基質 として比較検討を加 えた結果,三 者間には明瞭 な差異が あり,ハ イ ドロ
キシ酸代謝 の様相との関連性が認め られた。
以上の結果は,大 学院博 士課程終了り資格を 得るに充分のものと考え られ る。
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